Obiectivele: • Tipurile de acizi nucleici, functiile si repartizarea lor în celula • Constituientii acizilor nucleici; bazele azotate, pentozele, acidul fosforic • Nucleozidele si nucleotidele 3?, 5?- cAMP dezoxiribonucleici • Structura primara, secundara si tertiara a acizilor dezoxiribonucleici Cromatina Nucleosomul • Structura acizilor ribonucleici (tRNA, mRNA, rRNA) • Denaturarea si hibridizarea acizilor nucleici Acizii nucleici * sunt produsi de policondensare ai mononucleotidelor, deci sunt polinucleotide Nucleotidele - sunt esteri ai nucleozidelor cu un rest, doua sau trei resturi fosfat Rolul nucleotidelor: 1 Nucleozid monofosfatii reprezinta elementul structural al acizilor nucleici Nucleozid trifosfatii sunt precursori macroergici la sinteza DNA si RNA În aceste reactii cedînd grupa pirofosfat se transforma în resturi de nucleozidmonofosfat, baza structurala a lanitului polinucleotidic 2 ATP - purtatorul energiei chimice în celula, serveste la transferul grupelor fosfat macroergice si e cheia ce leaga procesele ce decurg cu eliminarea, degajarea energiei si cele ce utilizeaza energia ADP si AMP, ce se formeaza în rezultatul defosforilarii ATP, se vor fosforila pîna la ATP în procesul respiratiei tisulare 3 iau parte la transferul unor blocuri de constructie (acidul acetic, glucoza, colina) transformîndu-le în substante / biologice active uridindifosfatglucoza, citindifosfatcolina a etc 4 5 Unele mononucleotide premordiale contin si alte baze azotate - nicotinamida în nicotinamid mononucleotid, precursorul NAD, flavinmononucleotida si FAD 6 In organiusme sînt prezente 2 feluri de esteri fosforici ai nucleotidelor, (AMP, ADP, ATP), în alte cazuri fosfatul leaga 2 atomi de 02 ai pentozei în acelasi nucleotid Se formeaza nucleotide ciclice - 2',3' si 3',5' Produsul 2',3' se formeaza ca intermediat la degradarea ribornucleotidelor, pe cînd cAMP 3',5' - este un ribonucleotid natural ce poseda proprietati unicale si o activitate biologica deosebita, reglînd metabolismul ca mesager în efectul hormonal Nucleozidul Bazele pirimidinice Bazele purinice Structura ADN * Structura primara- reprezinta succesiunea dezoxiribonucleotidelor (formate de BA: A,G,C,; ; Pentoza- dezoxiriboza, rest fosfat) si este stabilizata de legaturile 3'5' fosfodiesterice (formata la interactiunea 3'­hidroxigrupei din pentoza unui nucleotid si 5'-hidroxigrupa pentozei altui nucleotid Catena de DNA are doua capete 3' si 5' Capatul 5' este trifosforilat iar 3 contine hidoxilul liber Deci catenele sunt polare Structura secundara - reprezinta o spirala dubla (bicatenara) în care bazele azotate ocupa interiorul structurii (sunt hidrofobe) interactioneaza prin legaturile de H, care asigura împerecherea specifica (complimentara) a BA C-G si A-T- planurile BA sunt orientate perpendicular pe axul unic - planul resturilor glucidice are pozitia de unghi drept fata de cel al BA - catenele sunt antiparalele Exista diferite forme de DNA - care sunt determinate de gradul de dehidratare a acizilor nucleici: A,B si Z Modificarile în dublul helix sunt dependente de anturajul extern ai moleculei de DNA Dublul helix poseda dinamism * forma A: - contine 11 resturi la o spira, - este rasucita spre dreapta * forma clasica B: - contine 10 mononucleotide la o spira - este rasucita spre dreapta - 10 nucleotide ocupa 34 Angstremi (3,4 nm) - o nucleotida cuprinde 3,4A (0,34 nm) • * conformatia Z spre deosebire de A si B este rasucita spre stînga Chargaff (1949) studiind componenta DNA a stabilit urmatoarele legitati - la aceeasi specie de organisme DNA are o componenta nucleotidica identica - componenta DNA la diverse specii de organisme difera - DNA la aceeasi specie nu este dependenta de: vîrsta, ratie alimentara, conditiile mediului ambiant - în DNA, A=T si G=C, deci A/T=1 si G/C=1 - suma BA purinice este egala cu suma BA pirmidinice - daca A+T este mai mare decît G+T avem DNA de tip AT - daca G+T este mai mare decît A+T avem DNA de tip GT t C de topire este mai mica cînd predomina perechile A-T• - t C de topire este mai mare cînd predomina perechile G-C - la eucariote DNA mitocondrial este circular - DNA contine secvente structurale si reglatoare Structura tertiara a DNA * se contine în cromozomi, care au diferite forme în dependenta de strangulatie, care sunt la om în numar de 46 * Un cromozom prezinta o molecula giganta de DNA superspiralizata (predomina superspiralizarea negativa), deci este unitatea structurala repetabila a cromatinei DNA este asociat în nucleozom cu proteinele bazice histonele, care formeaza bucle proteice octamerul (set dublu de H4,H3,H2A,H2B) este înfasurat de DNA dublu inelar cu lungimea de 146 nucleotide formînd o structura discoidala - solenoid Legaturile dintre DNA si histone sunt ionice ARN * Structura primara- secventa de ribonucleotide (baze: A,G,C,U; pentoza- riboza si rest fosfat) stabilizata de legaturi fosfodiesterice Este monocatenar Structura secundara a t-RNA * are infatisarea unei "frunze de trifoi" Ea se formeaza în urma imperecherii complementare intracatenare a nucleotidelor anumitor sectoare Sectoarele, care nu sunt încadrate în formarea legaturilor de H formeaza lanturi sau bucle - Sectorul de acceptare CCA cu hidroxilul 3' liber la care se fixeaza grupa COOH al AA - Bucla anticodonica este formata din sapte nucleotide Ea contine un triplet nucleotidic specific pentru fiecare t-RNA numit anticodon Anticodonul t-RNA dupa principiul complementaritatii se împerecheaza cu codonul respectiv din RNAr Interactiunea codon-anticodon determina ordinea aranjarii aminoacizilor în catena polipeptidica - Bucla pseudouridilica consta din sapte nucleotide în care restul acidului pseudouridilic este obligatoriu si participa la interactiunea cu ribozomii - Bucla dihidrouridinica consta din 8-12 resturi nucleotidice, printre care prezenta cîtorva resturi de dihidrouridina este obligatorie si interactiuneaza cu enzima aminoacil-RNAsintetaza, care contribuie la recunoasterea de catre aminoacid a ARN-t specific Structura tertiara a tRNA * are de acum nu forma frunzei de trifoi dar aminteste forma încheieturii cotului (Van-der­Waals) Proprietatile fizico-chimice ale acizilor nucleici - Propritatile fizico-chimice ale acizilor nucleici sunt: - masa moleculara mare - proprietatile coloidale si osmotice, tipice pentru toti compusii macromoleculari - Proprietatile lor hidrofile depind de fosfati - viscozitatea si densitatea înalta a solutiilor, - capacitatea de denaturare - la pH fiziologic toti AN sunt polianioni (-) Denaturarea fi renaturarea - proprietate caracteristica pentru moleculele cu organizare spatiala e provocata de încalzire, actiunea substantelor, care rup legaturile de hidrogen, fortele Van-der-Waals, ce stabilizeaza structura secundara si tertiara a acizilor nucleici Ex încalzirea DNA-duce la desfacerea spiralei duble în doua catene, adica are loc transformarea "spirala - ghem" La racirea treptata catenele din nou se reunesc dupa principiul complementaritatii, formînd spirala dubla nativa Acest fenomen se numeste renaturare La racirea brusca renaturarea nu are loc Denaturarea si renaturarea acizilor nucieici este însotita de schimbarea activitatii lor optice Toti acizii nucleici poseda activitate optica maxima la lungimea undei de 260 nm, ceea ce corespunde cu absorbtia maximala a bazelor azotate Hibridizarea AN * Pe capacitatea de renaturare a AN este bazata metoda de determinare a gradului de înrudire a acizilor nucleici, care poarta denumirea de hibridizare moleculara * La baza metodei sta împerecherea complementara a sectoarelor unicatenare ale acizilor nucleici Aceasta metoda a permis descoperirea particularitatilor structurii primare a DNA S-a stabilit, ca în componenta DNA a animalelor se afla sectoare cu o succesiune nucleotidica identica, care de multe ori se repeta Hibridizarea decurge foarte repede Restul DNA este prezentat printr-o succesiune unicala a nucleotidelor, care nu se dubleaza Obiectivele: * Replicarea ADN- mecanismul, substratele, matricea, enzimele si factori proteici, etapele biosintezei ADN Telomeraza Rolul si structura * Reparatia ADN * Transcriptia sau biosinteza ARN: matricea, substratele, enzimele, mecanismul * Biosinteza ARN pe matrice de ARN * Modificarile posttranscriptionale (processing) * Dogma centrala a geneticii moleculare Conceptia: o gena - un polipeptid * Inhibitorii sintezei acizilor nucleici * Ingeneria genetica si semnificatia ei practica Sinteza anticorpilor * Trsanscriptia inversa * Structura genelor - dimensiunile lor, intronii si exonii, genele structurale si reglatoare * Codul genetic si proprietatile lui * Mutatiile moleculare: prin substitutie, suprimare si insertiile de nucleotide Rolul mutatiilor * Ribozomii - sediul sintezei proteinelor, structura lor * Procesul de translare (sinteza proteinelor) Modificarile posttranslationare ale proteinelor Asamblarea proteinelor-foldingul * Reglarea biosintezei proteinelor Inductia si represia enzimelor * Inhibitorii sintezei proteice * Polimorfismul proteinelor (variantele hemoglobinei, enzimelor, grupelor sanguine) * Bolile ereditare si diagnosticul lor biochimic Dogma centrala a geneticei moleculare * Postulatul de baza a geneticei moleculare a fost formulat de Watson si Krick: este transmiterea informatiei genetice de la ADN la proteina care se realizeaza prin urmatoarele trei procese: * replicarea; au loc în nucleu * transcriptia; * translatia au loc în citozol * Procesul de transcriptie este reversibil Enzima care catalizeaza transcriptia inversa se numeste revertaza (reverstranscriptaza) si a fost descoperita la oncovirusi * Sinteza ARN-ului pe baza ARN se numeste replicarea ARN, ea are loc la virusi, care nu au ADN Procesul de translatie este ireversibil si se numeste biosinteza proteinei Replicarea (sinteza unei noi molecule de AND pe matrice de ADN) * Componentele necesare pentru replicarea sunt: - DNA matriceal bicatenar - dezoxinucleozidtrifosfaeii respectivi A TP, CTP GTP, TTP - ionii de Mg++, Mn++, Zn++ - ribonucleozidtrifosfaeii respectivi: A TP, GTP, CTP, UTP - Enzimele si proteinele specifice stabilizante Helicaza - desfacerea dublului helix, treptat, pe portiuni mici Cele 2 catene ramân separate ca urmare a interventiei proteinelor de stabilizare Topoizomeraza I si II înlatura supertorsiunile ADN, (I - introduce supertorsiuni negative; II - scindeaza o leg fosfodiesterica pe una din catene si permite celor 2 catene sa se roteasca una fata de alta) DNA-polimerazele I, II, III sinteza catenei fiice în directia 5'?3' DNA-polimerazele I- poseda activitate 5'- 3' exonucleazica, înlatura primerul si-l înlocuieste cu fragmente de ADN DNA-polimerazele II rol neclar DNA-polimerazele III - actiune polimerazica (5'- 3') - sintetizeaza în directia 5'- 3' lantul polidezoxiribonucleotidic, preluînd instructii de la ADN-matrita, - A ctiune exonucleazica (3'- 5') RNA-polimeraza, primaza - sintetizeaza primerul în directia 5'- 3' DNA -ligazele uneste fragmentele Okasaki de pe catena întîrziata Procesul biosintezei DNA se caracterizeaza prin : - sediul sintezei DNA este nucleul - replicarea este un proces semiconservativ - se desfasoara în trei etape : initiere, elongare, terminare - prezenta praimerului este obligatorie - replicarea este cuplata cu desfasurarea DNA parental (necesita energie) - replicarea decurge în ambele directii cu aceeasi viteza Pe catena întîrziata se sintetizeaza fragmentele Okazaki - este bazata pe împachetarea complimentara a bazelor azotate - catena-fiica este antiparalela cu catena parentala dar nu identica dupa secventa nucleotidica - forta motrica a procesului este hidroliza pirofosfatului - angajeaza simultan intregul cromozom DNA-polimerazele (III): * prezinta un complex multienzimatic ce poseda cîteva situsuri - pentru DNA, pentru amorsa, dRTP, exonucleazic si catalitic * are activitate polimetazica, preia instructia de la matrita si necesita prezenta amorsei cu OH în 3'libera cît si dezoxinucleozidtrifosfatilor * nu poate initia sinteza catenelor de DNA-deaceia este necesar praimerul * poseda activitate 3'-5'-exonucleazica si exercita o functie de autocorectie este încadrata în repararea DNA * DNA-polimerazele (I): îndeparteaza praimerii prin activitatea sa 5'R3' exonucleazicaadauga dRN prin activitatea sa polimerazica * ireversibilitatea procesului e asigurata de actiunea ei pirofosfotazica poseda actiune de sudare cu consum de ATP poseda functie de autocontrol catalizeaza o copiere a DNA complimentara cu cea matriceala Mecanismul replicarii * 3 etape: initierea, elongarea, terminarea * Initierea parcurge doua etape: * Formarea furcii de replicatie - sub actiunea helicazelor are loc desfacerea duplexului parental pe anumite portiuni - replicatori (la scindarea leg de H dintre BA - se utilizeaza min 2 mol de ATP) Topoizomeraza efectueaza rupturi monocatenare apoi sudeaza legatura fosfodiesterica si favorizeaza relaxarea structurii DNA * Sinteza primerului - sub actiunea primazei se sintetizeaza o portiune mica de ARN în directia 5'- 3' Primerul este format din 5-10 ribonucleotide Gruparea 3'OH - e un initiator al sintezei de ADN Elongarea * ADN polimeraza III unindu-se la capatul 3' OH al primerului începe sinteza ADN fiica Reactia decurge prin atacul nucleofil al grupei 3' OH al primerului asupra unui dRNTP complementar catenei de ADN matrita Se formeaza legatura fosfodiesterica si se elibereaza PP; hidroliza PP determina polimerizarea propriu zisa * Elongarea decurge în directia 5'? 3', si parcurge cu aceeasi viteza pe ambele catene * Catena de baza se va sintetiza continuu, iar cea întîrziata va fi formata din fragmente Okasaki (dimensiuni de 1000 - 2000 nucleotide la procariote si 150-200 la eucariote) * ADN polimeraza I exclude primerii si sintetizeaza complementar ADN * Fragmentele sînt unite cu enzima ADN ligaza (necesita ATP la eucariote si NAD la procariote) Terminarea * Terminarea replicarii are loc atunci, cînd cele doua bifurcatii de replicare se întîlnesc într-o regiune opusa regiunii "ori" Proteinele speciale semnalizeaza oprirea repilcarii prevenind actiunea helicazelor Replicarea la eucariote * Particularitati: * ADN polimerazele: aß?d * a- implicata în replicarea ADN nuclear- responsabila de sinteza catenei întârziata * d - raspunde de sinteza catenei lider Ea manifesta actiune exonucleazica * ß - implicata în reparatia ADN * ? - implicat în replicarea ADN mitocondrial * Bifurcatia replicii este de 3000 baze pe minut comparativ cu 16 000 la procariote * Pe o molecula de ADN exista mai multe origini de replicare (3X104 - 3X105 separate prin perechi de baze) În aceste origini multiple de replicare se organizeaza bifurcatii- ce se deplaseaza biderectional pe cromosomul eucariot în curs de replicare Telomer Telomeraza * Replicarea capetelor 5' ale catenelor este incompleta (teoria lui Olovnicov, 1971), deoarece dupa înlaturarea primerilor ADN p nu e e capabila sa completeze aceste goluri Astfel la fiecare replicare, capetele ADN se scurteaza * Aceasta nu afecteaza informatia genetica deoarece catenele contin fragmente repetitive neinformative - telomere * Telomerele sunt replicate de o E specifica - telomeraza * Telomeraza - reprezinta o ribonucleoproteida: ARN si proteina * Subunitatea proteica TRT (telomeraze revers transcriptase) poseda activitate catalitica * Telomeraza - fiind o revertaza (ADN polimeraza ARN dependenta) foloseste ca matrita propria coenzima - un fragment de ARN * Structura si functia RNA telomerazice * Structura primara: la majoritatea RNA telomerice, regiunea matriciala se afla la departarea de 50 nucleotide de la capatul 5', si are urmatoarea succesiune de nucleotide 5'-CUAACCCUA-3' * Structura secundara e compusa din 4 bucle si un fragment unicatenar, ce contine matrita pentru sinteza DNA telomerice Mecanismul elongarii capetelor cromozomului la eucariote Inhibitorii telomerazei * oligonucleotidele modificate, complementare regiunii matrice a RNA - telomerazice Asa nucleotide specific se fixeaza de matrita RNA -telo a omului, inhibînd activitatea telomerazica in vitro In vivo apare problema transportului inhibitorilor prin membrana celulara si miscarea dirijata în nucleul celular * Ca inhibitori au fost testati si inhibitorii reverstranscriptazelor - azidotimidina, didezoxiguanozina * Numarul telomerilor determina durata vietii fiecarei celule si conditioneaza reducerea critica a numarului lor, induce moartea programata a celulei deci pierderea motivelor telomerice este cauza imbatrînirii (telomera contine mii de motive TTAGGG) * lungimea telomerei este marcherul biologic al îmbatrînirii Reparatia ADN * Erorile în timpul replicarii sunt reduse la minimum datorita DNA polimerazei ce poseda functie endonucleazica * Tipuri de deteriorari: * Formarea de brese * Modificarea BA * Pierderea de BA * Formarea dimerilor de pirimidina sub actiunea razelor ultraviolete Reparatia prin excizia dimerului Reparatie prin fotoreactivare Reparatie prin recombinare Transcrierea (transcriptia)-biosinteza ARN pe matrice de ADN * Componentele necesare: 1 DNA dublu helicoidal (anumite portiuni) (catena+), 2 Substrat - ribonucleozidtrifosfatii, (ATP, GTP, CTP, UTP) 3 RNA polimeraza: poseda actiune polimerazica, nu poseda actiune exonucleazica, contine ionii de Zn si necesita prezenta ionilor de Mg++, Mn++ în mediu la procariote prezinta un pentamer compus din 5 protomeri sigma ?, 2?, ? si ?1; poseda centre catalitice(a) , de fixate a DNA si a substratelor la eucariote: RNApI sintetizeaza RNA ribozomal (28S si 18S) * RNApII sintetizeaza RNAm• * RNApIII sintetizeaza RNAt, RNAr 5S si molecule mai mici Etapele transcriptiei * Sinteza decurge în 3 etape: initierea, elongarea, terminarea * Initierea - începe în anumite secvente de ADN numite promotor (P - 40 nucleotide) ARN - polimeraza recunoaste cu ajutorul sigma * Toti P bacterieni au 2 secvente consens situate pe catena codificatoare: * Caseta Pribnow 5' TATAAT 3' * Caseta 35 5' TTGACA 3' * P la eucariote: * GC casete GGGCG * CAAT casete CCAAT * Caseta Hogness -TATAT/AT Primele 2 sunt responsabile de frecventa transcriptiei (când începe), a 3 - - implicata în initiere - semnal (unde) Toate sunt responsabile de exacitatea initierii Pe P deosebim 2 locusuri: de recunoastere (depistat cu ajutorul sigmei) si locusul de legare laxa a ARN polimerazei Locusul de recunoastere e situat la o distanta de 25 nucleotide de locusul de legare si 10 nucleotide de la punctul de initiere (+1) Sigma subunitatea gaseste punctul de initiere si: * Activeaza identificarea secventelor de RNA polimeraza * Ia parte la desfacerea dublului helix de ADN * Ia parte la formarea primei legaturi fosfosiesterice Astfel complexul de initiere este format, sigma subunitatea e disociata de la holoenzima si ia parte la initierea unui alt ciclu de transcriere Elongarea si Terminarea * Elongarea - alunecarea ARN polimerazei pe matrta de ADN - sinteza transcriptului (50 nucleotide pe secunda) RNAp nu controleaza catena sintetizata - erorile sunt mai multe fata de * Terminarea - RNAp recunoaste secventele nucleotidice specifice de pe ADN, ce contin un numar mare de G, C si T Proteina ? - se asociaza la E si se misca împreuna cu ea, însa la identificarea semnalelor de terminare coboara de pe matrita si încetineste actiunea E,producând transcriptul cu folosirea energiei - ATP Procesingul * Toti precursorii de ARN în nucleu trec etapa de maturizare posttranscriptionala Pe parcursul procesingului - pre-ARN se transforma în ARN matur * Procesingul înclude trei operatii: * Modificarea fragmentelor terminale 5' si 3' ale ARN: a "Cap"-area: la capatul 5' -este aditionata guanozina metilata (protejarea mARN de atacul 5'-exonucleazelor); b la capatul 3' - se adauga o secvensa mare de poli A (200 A -coada) Ea serveste la exportul moleculelor de ARN din nucleu în citoplasma * Excizia intronilor si sudarea exonilor Asa numitul splising are loc în nucleul celulei: enzime specifice identifica secventele de baze la jonctiunea intron - exon Un rol important în excizie le revine ARN nuclear (ARN U), care are o secventa de baze complementara cu secventele de la fiecare intron ARN nuclear scoate intronii, capetele exonilor sunt juxtapuse, apoi sudate de RNA ligazele * Metilarea bazelor t-ARN - împedica distrugerea ARNt de catre nucleaze Transcriptia inversa * sinteza ADN pe catena de ARN * Matrita - ARN * Substrat - dRNTP:dATP, dGTP, dCTP, TTP * Enzima - revers transcriptaza * Caracteristic virusilor oncogeni * Mecanismul: a Revers transcriptaza sintetizeaza pe ARN viral catena de ADN- hibrid ADN ARN b Scindarea ARN viral de o nucleaza c Autoreplicarea ADN - cu formarea unui duplex de ADN Structura genelor- dimensiuni, GS; GR * Gene- portiunile ADN ce contin informatia genetica cu privire la sinteza unei proteine * Fiecarei gene îi corespunde un lant polipeptidic- de aici si conceptul: o gena -un lant polipeptidic * GS- genele ce codeaza polipeptide si ARN Portiunile GS ce contin informatie (transductibile) -exoni; iar secventele ce nu sunt traduse în ARNm - introni * GR - segmente de ADN, repetabile, relativ mici ce au un rol reglator Rolul lor: * Pot fi semnale ce ne arata începutul si sfârsitul GS * Participa în initierea si terminarea transcriptiei GS * Dimensiunile genelor - f variabile Ex Proteina ce contine 350 AA - 350X3=1050 nucleotide Stiind ca BA sunt localizate la 0,34 nm * 0,34 nmX 1050=357 nm =0,36mcm Codul genetic * Informatia genetica referitor la biosinteza proteinelor se transmite cu ajutorul codului genetic, ce reprezinta forma de exprimare a relatiei dintre secventa de nucleotide din DNA si succesiunea de AA din LP * Cele 4 nucleotide, grupate cîte 3, pot oferi 64 de posibilitati pentru cei 20 AA Un AA este specificat de 3 nucleotide si fiecare triplet se numeste codon Codonii se citesc consecutiv de moleculele de tRNA, care îndeplinesc rolul de adaptor în sinteza proteinelor Proprietatile codului genetic - este triplet 61 codoni codifica aminoacizii corespunzatori, 3-codifica terminatia sintezei proteice; - codul este degenerat unui aminoacid poate sa-i corespunda mai multe codoane: arg, leu, ser, fiecare este codificat de cîte 6 codoni, însa met- si trp sunt specificati de catre un singur codon Codonii unui aminoacid sint sinonime Specificitatea codonului e determinata de primele doua litere Degenerarea se refera la nivelul nucleotidului 3 din codon sau 1 din anticodon care oscileaza, (o baza sovaielnica) si e dispusa sa incalce regulile (efectul Wobble) - Codul nu are virgule, semne de punctuatie, ce ar indica începutul si sfîrsitul fiecarui codon Citirea mesajului genetic se face neîntrerupt de la codonul start pîna la cel terminator - Codul genetic este universal - toate vietuitoarele utilizeaza acelas mecanizm de traducere (abaterea prezinta codul genetic al mitocondriei); - -Codul genetic nu este ambiguu (acelasi triplet nu semnifica 2 aminoacizi diferiti - Nu se suprapune cu exceptie la virusuri; - Codul genetic este liniar (este coliniar adica exista o concordanta liniara între gena si proteina codificata) - (AUG) este tripletul de initiere - iar UAG, UAA,UGA de terminare (non sens) uracilul în pozitia 1 prezinta codoanele nonsens - codoanele cu U (în pozitia 2) codifica AA hidrofobi - cei cu A în pozitia -2 codifica AA polari sau cu sarcina - daca în anticodon în directia (5'->3') prima baza nucleotidica e: - a) Citozina sau Adenina, el va citi un singur codon; - b) Uracilul sau Guanina el va citi 2 codoane; - c) inozina - respectiv va citi 3 codoane; Obiectivele: * Ribozomii - sediul sintezei proteinelor, structura lor * Procesul de translare (sinteza proteinelor) * Modificarile posttranslationare ale proteinelor * Reglarea biosintezei proteinelor Inductia si represia enzimelor * Inhibitorii sintezei proteice * Polimorfismul proteinelor (variantele hemoglobinei, enzimelor, grupelor sanguine) * Ingeneria genetica si semnificatia ei practica Sinteza anticorpilor * Mutatiile moleculare: prin substitutie, suprimare si insertiile de nucleotide Rolul mutatiilor Ribozomii * Reprezinta sediul de traducere a ARNm si sinteza proteinelor * Structura- complexe ribonucleoproteice si sunt formati din doua subunitati de marime inegala (mare si mica) * Structura ribozomilor procariotici: subunitatea 30 S - contine ARNr 16S si 21 proteine subunitatea 50S - ARN r 5S, 23S si 31 proteine Sinteza ARNr si formarea subunitatilor are loc în citoplasma * Structura ribosomilor eucariotici: subunitatea 40S - ARNr 18S si 33 proteine subunitatea 60S - ARN r 5S, 5,8S, 28S si 49 proteine ARNr - se formeaza în nucleol * Ribozomul va avea constanta de sedimentare 70S la procariote si 80S la eucariote * S - este coeficientul de sedimentare Svedberg, care depinde de forma, densitatea si dimensiunea particulelor Centrele catalitice ale ribosomilor * Situsul A - aminoacil - responsabil de unirea complexului aminoacil- ARNt * Situsul P - peptidil - gazduieste ARNt legat de un lant polipeptidic deja sintetizat * Situsul E - e responsabil de eliminarea ARNt * Procesul de sinteza proteica poate fi schitat sumar prin interactiunea celor 3 tipuri de ARN - informatia din ARNm este citita în ribozom si transpusa în proteine, AA necesari fiind adusi de ARNt * În starea sa nedisociata ribozomii sunt activi * Deplasarea libera a ribozomilor în diferite sectoare ale celulei, sau combinarea lor în diferite locuri cu membranele reticulului endoplasmatic ofera posibilitatea de asamblare a proteinei în celula * Mai multi ribozomi pot citi simultan acelas ARN mesager pe care il parcurg in acelas sens Se constituie astfel un poliribozom, structura ce permite accelerarea sintezei proteice Translarea (traducerea, biosinteza proteinelor) se realizeaza în urmatoarele etape: I Activarea AA II Translarea propriozisa: 1 Initierea lantului polipeptidic (LP) 2 Elongarea LP 3 Terminarea LP si eliberarea acestuia III Prelucrari posttraducere ale proteinei sintetizate Activarea aminoacizlor, - are ioc în citozolul celulei - AA se leagâ de gr OH din pozitia 2' sau 3' al cap CCA din RNAt cu consum de energie (2 leg Macroergice) - activarea tuturor AA e catalizata de 20 de AA RNAt - sintetaze care asigura specificitate - Enzima are 4 centre de fixare: pentru tRNA, ATP, AA si H20 - necesita prezenta ionilor de Mg2+, K, pentru a-si exercita functia - actiunea pirofosfatazei cauzeaza ireversibilitatea reactiei * Se desfasoara în doua etape: * ATP PPi 1 NH2-CH-COOH NH2-CH-CO -O-AMP I I R R Aminoacil Adenilat 2 NH2-CH-CO -O-AMP+ARNt NH2-CH-CO -O-RNAt +AMP I I R R Aminoacil RNAt Biosinteza decurge în 3 etape: * Initierea, elongarea, terminarea * Initierea: - subunitatea 30S formeaza complex cu FI-3- apoi se leaga ARNm cu codonul AUG plasat în situsul P - se agauga FI-1- fmet-ARNt si GTP se leaga de FI-2 si se uneste la complexul format de subunitatea 30S FI-3 si ARNm formînd complexul de initiere - Complexul de initiere se combina cu subunitatea 50S formînd ribozomul integru, functional activ 70S - Are loc hidroliza GTP la GDP si P si eliberarea factorilor de initiere Elongarea * Decurge în 3 etape : 1 fixarea noului Aminoacil ARNt complexul: aminoacil-ARNt, factorul de elongare T (FE-T) si GTP * se fixeaza pe situsul A, dupa ce are loc hidroliza GTP la GDP care se elibereaza împreuna cu FE-T * 2 formarea legaturii peptidice Enzima peptidil-transferaza catalizeaza formarea legaturii peptidice între doi AA din situsul A si P Peptida ramîne atasata de RNAt de pe situsul A * 3 translocatia * ribozomul se deplaseaza la urmatorul codon de pe ARNm si peptidil­ARNt trece de pe situsul A pe P * aceasta etapa necesita factorul de elongare G (FE-G) si GTP (necesar pentru realizarea modificarilor conformationale care deplaseaza ribozomul) Terminarea * este semnalata de unul din cei trei codoni stop * dupa ce ultimul rest de aminoacid (C terminal) a fost adaugat la lantul polipeptidic, el este covalent atasat cu grupa sa COOH de ARNt în situsul A * desprinderea necesita prezenta factorilor de desprindere RI ,R2, R3, care transfera peptide pe situsul P * rup legatura esterica dintre ARNt si polipeptida desprind ARNm, ARNt si disociaza ribozoma în doua subunitati Necesarul energetic la formarea fiecarei legaturi proteice * - doua legaturi macroergice se folosesc la activarea fiecarui AA * - o legatura macroergica- la fixarea AA ARNt la situsul A * - o legatura- la translocare Modificarile posttraducere includ: - îndepartarea restului formil la procariote si a metioninei la eucariote; - formarea hidroxiprolinei si hidroxilizinei - acetilarea capatului N - terminal- metilarea lizinei, argininei - fosforilarea hidroxiaminoacizilor - carboxilarea glutamatului - iodurarea resturilor de tirozina - glicolizarea resturilor de lizina - excizia unor secvente polipeptidice - formarea puntilor disulfidice - atasarea unor substituenti neproteici (hemul) Anticorpii sunt Sinteza Anticorpilor * Fiecare dintre milioanele de anticorpi produsi leaga unul dintre milioanele de antigene posibile Este greu de crezut ca organismul are în patrimoniul sau genetic cîte o gena pentru fiecare anticorp pe care-l produce întrucât aceasta ar presupune o supradimensionare a genomului eucariot * Gradul de diversificare în obtinerea lanturilor "H" si "L" este crescut prin faptul ca o portiune variabila este rezultatul asamblarii a 3 regiuni Deci ADN ce determina portiunea variabila a anticorpului este constituita din: • Portiunea variabila (V) constituita din - 400 de gene • Portiunea de diversitate (D) ce cuprinde -12 gene • Portiunea de articulare sau jonciune t(J) - 4 gene Asamblarea acestor gene în diferite combinatii permite construirea a 20000 de sectoare V - fapt ce asigura extrema varietate a anticorpilor Inhibitorii sintezei proteice: * - la nivelul replicarii: - Mitomicina c - împiedica separarea catenelor de ADN - Acidul Nalidixic - inhiba ADN giraza * - la nivelul transcriptiei: - Actinomicina D - se fixeaza pe ADN - Rifampicina - inhiba ARN polimeraza * la nivelul translatiei:, - Tetracicilina - inhiba legarea ARNt la ribozomi - Puromicina - blocheaza elongarea inhibând competitiv ARNt - Kanamicina - translatie -inhiba citirea codului genetic - Toxina difterica - inhiba translocaza Reglarea sintezei proteinei - asigura cantitatea optima de proteina necesara organismului - se realizeaza la nivelul sintezei de ARNm cît si la cel al etapelor citoplasmatice de sinteza - celulele dispun de doua tipuri de enzime: * a) Inductibile, a caror concentratie depinde de prezenta sau absenta din mediu a unui compus - inductor De obicei aceste enzime sunt implicate în cai catabolice * b) Represibile, a caror concentratie depinde de prezenta sau absenta din mediu a unui compus - corepresor * c) Constitutibile care sunt în cantitate constanta indeferent de starea metabolica a organismului Modelul lui Jacob-Manod de reglare a biosintezei proteinelor poarta numele deTeoria operonului Bacteria are ca sursa glucoza Bacteria are ca sursa lactoza Reglarea sintezei la eucariote * Atât la nivelul transcriptiei cât si la nivelul translatiei * Reglarea hormonala (cortizol- sinteza E gluconeogenezei; estrogenii, androgenii, vitamina D - sinteza de proteine specifice) * Reglarea exspresiei genetice prin moleculele proteice legate de ADN (histonele) - sinteza ARN pe ADN e inhibata prin adaosul de histone * Reglarea proteinei la nivelul translatiei - e posibila prin actiunea factorilor proteici, care contribuie initierea, elongarea, terminarea Ingineria genetica * ­ stiinta, preocupata de crearea noilor fenotipuri prin transplantarea genei unui organism în genomul altuia în scop de a lichida defectele ereditare ale genomului, adica tratarea afectiunilor ereditare (gena întrodusa nu gureaza în patrimoniul ereditar al genomului -gazda) * Se obtin molecule hibride (himerice) * În linii marl procedura include etapele: * 1 Capatarea genei * 2 Capatarea ADN-ului recombinat * 3 Clonarea ADN-ului recombinat Capatarea genei: Stiind structura primara a proteinei în laborator se poate obtine gena respectiva (se obtin gene pîna la 250 codoane)- mai greu e obtinerea genei din genomul celulei (genele se despart prin introni)- mai usor e capatarea genelor din virusuri cu enzima revertaza Capatarea ADN-ului recombinat- * gena necesara se întroduce în celula pentru a se integra cu genomul acestuia Pentru aceasta în vitro gena se uneste cu ADN-vector (plasmide ce contin ADN inelar (cîteva gene) * De regula se foloseste E Coli, ce contine un cromozom si plasmide, ce plutesc în citozol (plasmida este de 1000 ori mai mica decît cromozomul) Plasmidele se replica independent de replicarea materialului genetic Unele plasmide se pot include în cromozom si apoi din nou sa-l paraseasca Plasmidele pot trece dintr-o celula în alta în procesul de conjugare Plasmidele se separa din E Coli si li se înlatura o parte de ADN inelar cu ajutorul enzimelor restrictaze, care recunosc si taie diferite sectoare Folosind restrictaze diferite se poate de taiat ADN în locusurile necesare In rezultat se formeaza capete lipicioase (sectoare monocatenare, capabile de a uni nucleotide complimentare La fel se procedeaza si cu gena,care trebuie întrodusa (se formeaza capete lipicioase complimentare capetelor plasmidei) Daca se amesteca gena si plasmida ele se vor uni cu capetele lipicioase Enzima ligaza va uni capetele si se va capata molecula ADN inelara, care contine gena menita pentru transplantare Clonarea * ADN-ului recombinat- obtinerea cantitatilor dorite de proteina codificata de gena eucariota întrodusa în plasmid Daca în cultura E Coli se întroduc plasmide recombinate, se formeaza bacterii recombinate In celula plasmidele se replica Bacteriile înmultindu-se formeaza celule, care contin aceste plasmide Acum din masa bacteriana se poate de capatat cantitati sufuciente de ADN recombinat * Ranadamentul sintezei bacteriene este impresionabil: Ex- 100 celule E Coli produc prin clonare 5 mg somatostatina (cantitate, ce se obtine prin prelucrarea a 100 tone de creier de bovine) Prin tehnica engineriei genetice s-au obtinut cantitati mari de insulinâ (Humuluna), Interferon, vaccine * Diversitatea formelor în Iimita uneia si aceasi specie se datoreste mutatiilor si într-o masura mai mare recombinarii genetice Mutatiile * Modificarile genomului orgnismului, care se pastreaza si se transmit prin ereditate poarta numele de mutatii Mutatiile sunt modificari ale informatiei genetice, care se transmit apoi de la o generatie la alta Modificarile pot interesa o pereche de baze (mutatii punctiforme) sau un grup de baze pe una sau pe ambele catene ale unei molecule de DNA * Mutatiile punctiforme: pot decurge prin: l substitutie (misens mutatii, unde deosebim 2 tipuri): a Tranzitie - o BA purinica este înlocuita tot cu una purinca, una pirimidinica -tot cu una pirimidinica b Transversie - o pereche de baze purinice este înlocuita cu una pirimidinica sau invers 2 Insertie - acest mecanism consta în întroducerea unei perechi de baze suplimentare în catena de DNA 3 Deletia consta în excluderea unei perechi de baze în asa mod ca ea nu mai poate fî complementara si la replicare apare "golul" în ambele catene Unele modificari în secventa nucleotidica pot duce la formarea codonului sinonim si succesiunea aminoacizilor nu se va schimba (mutatii benigne) La afectarea segmentelor mari de gena apar mutatii întinse In dependenta de consecintele modificarilor deosebim mutatie benigna, neutra, nociva Agentii mutageni pot provoca mutatiile spontane cît si mutatiile induse 10 